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Abkürzungsverzeichnis 
 
ABL  Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 (Gen) 
ALL  akute lymphoblastische Leukämie 
AML  akute myeloische Leukämie 
BAACL brain and acute leukemia, cytoplasmic (Gen) 
BCR  breakpoint cluster region (Gen) 
BFM  Berlin-Frankfurt-Münster  
CBFB  core-binding factor, beta subunit (Gen) 
CC  kompletter Spenderchimärismus (complete chimerism) 
cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CML  chronische myeloische Leukämie 
CMML chronische myelomonozytäre Leukämie 
DLI  Infusion von Spenderlymphozyten (donor lymphocyte infusion) 
ETO  eight-twenty one oncoprotein (Gen) 
FAB  French-American-British  
G-CSF  granulocyte colony stimulating factor 
GVHD Graft-versus-host Erkrankung  
GVL  Graft-versus-leukemia 
HLA  humanes Leukozytenantigen 
HSZT  hämatopoetische Stammzelltransplantation 
Ig  Immunglobulin 
JMML  juvenile myelomonozytäre Leukämie 
MC  gemischter Spenderchimärismus (mixed chimerism) 
MDS  myelodysplastische Syndrome 
MLL  mixed lineage leukemia (Gen) 
MRD  minimale Resterkrankung (minimal residual disease) 
mSv  Millisievert (Einheit der Äquivalenzdosis) 
MYH11 myosin, heavy chain 11, smooth muscle (Gen) 
NPM1  Nucleophosmin (Gen) 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PML  promyelocytic leukemia (Gen) 
  II 
PRAME preferentially expressed antigen of melanoma (Gen) 
RAEB  refraktäre Anämie mit Blastenvermehrung 
RAEB-T refraktäre Anämie mit Blastenvermehrung in Transformation 
RARA  retinoic acid receptor alpha (Gen) 
RCC  refraktäre Zytopenie im Kindesalter 
RNA  Ribonukleinsäure 
RT  reverse Transkriptase  
SNP  single nucleotide polymorphism 
STR  short tandem repeat 
TZR  T-Zellrezeptor 
WHO  Weltgesundheitsorganisation 
WT1  Wilms-Tumor 1 (Gen) 
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1. Zusammenfassung 
Maligne hämatologische Erkrankungen sind die häufigsten Krebserkrankungen 
im Kindesalter. Da sie nicht immer mit einer konventionellen Chemotherapie ge-
heilt werden können, stellen Leukämien und myelodysplastische Syndrome auch 
die häufigste Indikation für eine hämatopoetische Stammzelltransplantation 
(HSZT) dar. Durch verbesserte Therapiemöglichkeiten assoziierter Komplikatio-
nen ist ein Therapieversagen heute meist Rezidiven nach Transplantation          
geschuldet. Mithilfe molekularer Marker für die minimale Resterkrankung (MRD) 
können solche Rezidive jedoch frühzeitig vorhergesagt und therapeutisch beach-
tet werden.  
Allerdings sind dafür nur in einigen Fällen spezifische Marker wie Fusionsgene 
verfügbar. Da das Wilms-Tumor-Gen 1 (WT1) bei hämatologischen Erkrankun-
gen ubiquitär überexprimiert ist, wurde es als universeller Marker vorgeschlagen.  
Es soll untersucht werden, inwiefern die WT1-Genexpression vor und nach HSZT 
für die Prognoseeinschätzung und Rezidivvorhersage geeignet ist. In einem wei-
teren Teil soll die Sensitivität und Spezifität der WT1-Genexpression mit dem 
Nachweis eines gemischten Spenderchimärismus (MC) verglichen werden. 
Zu diesem Zweck wurden Blut- und Knochenmarkproben von Patienten, die in 
der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin des Universitätsklinikums der Friedrich-
Schiller-Universität Jena eine HSZT erhalten haben, auf die Höhe ihrer WT1-  
Genexpression untersucht. Eingeschlossen wurden pädiatrische Patienten mit 
akuter lymphoblastischer Leukämie (ALL), akuter myeloischer Leukämie (AML), 
chronischer myeloischer Leukämie (CML), myelodysplastischen Syndromen 
(MDS) und juveniler myelomonozytärer Leukämie (JMML). Aus den zuvor kryo-
konservierten Proben wurde zunächst RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. 
Diese wurde anschließend mit einer Real Time quantitativen reverse Transkrip-
tase Polymerasenkettenreaktion (RT-PCR) quantifiziert. Die Proben wurden ein-
malig vor und in regelmäßigen Abständen nach Transplantation mit Einverständ-
nis der Eltern entnommen. Für die Analysen des Chimärismus wurden Daten des 
Instituts für Rechtsmedizin des Universitätsklinikums Jena sowie im Rahmen von 
Studien gewonnene Daten des Universitätsklinikums Frankfurt verwendet.  
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Es konnte nachgewiesen werden, dass die WT1-Expression vor HSZT eine prog-
nostische Bedeutung hat, wobei hohe Werte mit mehr Rezidiven und einem 
schlechteren Überleben verbunden waren. Dieser Zusammenhang war in der 
Einzelbetrachtung allerdings nur für Patienten mit AML sowie mit MDS und JMML 
hochsignifikant. Wegen hier fehlender Alternativen der MRD-Bestimmung haben 
diese Ergebnisse für die genannten Patientenkollektive jedoch auch die größte 
klinische Relevanz. WT1 war dabei umfassend sowohl in univariater als auch 
multivariater Analyse anderen Einflussfaktoren überlegen.  
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Rezidive anhand der Höhe der WT1-
Expression, und speziell durch ansteigende Werte, frühzeitig erkannt werden 
können. Im Rezidiv selbst zeigten alle Patienten erhöhte WT1-Werte. Allerdings 
waren weder WT1-Expression noch Chimärismusanalyse in der Lage, alle         
Rezidive frühzeitig zu erkennen. Zumindest teilweise war dies zu großen Unter-
suchungsintervallen geschuldet. Durch die Kombination beider Methoden ließ 
sich die Sensitivität jedoch deutlich erhöhen, sodass insgesamt eine Sensitivität 
von 81,5 % bei einer Spezifität von 83,7 % erreicht werden konnte.  
Bei fehlenden spezifischen MRD-Markern erscheint eine Einteilung in Risiko-
gruppen anhand der Höhe der WT1-Expression vor Transplantation sinnvoll. An 
die HSZT anschließend kann eine engmaschige Überwachung von WT1 und Chi-
märismus Rezidive frühzeitig erkennen lassen. Daher sollten sowohl die Werte 
vor als auch nach Transplantation zur klinischen Entscheidungsfindung über     
immuntherapeutische Interventionen herangezogen und die klinische Relevanz 
dieses Verfahrens in einer prospektiven klinischen Studie weiter evaluiert wer-
den. 
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2. Einleitung 
2.1. Maligne hämatologische Erkrankungen im Kindesalter 
Maligne hämatologische Erkrankungen stellen die häufigsten Krebserkrankun-
gen im Kindesalter dar. Sie sind gekennzeichnet durch die klonale Vermehrung 
einer blutbildenden Zelle. Diese verläuft bei Kindern zumeist akut und progredient 
und ist oft mit einer erworbenen chromosomalen Aberration verbunden.  
Am weitaus häufigsten tritt hierbei die ALL auf. Anders als im Erwachsenenalter 
sind 83 % aller kindlichen Leukämien lymphoblastischen Ursprungs (Lampert et 
al. 2013).  
2.1.1. Akute lymphoblastische Leukämie 
Die ALL stellt mit 25 % aller Krebserkrankungen unter 15 Jahren die häufigste 
maligne pädiatrische Erkrankung der Industriestaaten dar (Pui und Evans 2006). 
Ihre jährliche Inzidenz beträgt 4:100000 Kinder. Ein Häufigkeitsgipfel zeigt sich 
hierbei im Alter zwischen zwei und fünf Jahren.  
Die genaue Ätiologie der ALL sowie die Ursache der Präferenz dieser Alters-
gruppe konnten bis heute nicht vollständig geklärt werden und bleiben Gegen-
stand der Forschung. Klar scheint zu sein, dass die Entstehung meist nicht       
monokausal verläuft und sowohl endogene als auch exogene Faktoren beteiligt 
sind (Inaba et al. 2013). Mittlerweile wird vermutet, dass die ALL in einem soge-
nannten „second hit“ (zweiten Treffer) als Folge einer fehlgeleiteten Immunant-
wort auf eine gewöhnliche Kinderkrankheit entsteht (Greaves 2006). Bezüglich 
dieser infektionsbasierten Annahme gibt es aktuell zwei Hypothesen: die „popu-
lation mixing“-Hypothese (Kinlen 1988)  und die der „delayed infection“(Greaves 
2006) (Inaba et al. 2013). Des Weiteren konnte anhand Überlebender der Atom-
bombenabwürfe über Hiroshima und Nagasaki am Ende des 2. Weltkriegs ioni-
sierende Strahlung (bis zu 200 mSv) als kausaler Faktor für die Entstehung von 
Leukämien postuliert werden (Preston et al. 1994). Dies kann jedoch bei mini-
malem Einsatz von ionisierender Strahlung in Schwangerschaft und Kindheit und 
einer natürlichen Strahlung von jährlich 3 mSv nicht als ursächlich für die          
kindliche ALL gesehen werden (Greaves 2006).  
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Auf Basis des zytomorphologischen Erscheinungsbildes wurde die ALL von der 
French-American-British (FAB) -Gruppe in die Subtypen L1 - L3 eingeteilt 
(Bennett et al. 1976). Anhand bestimmter Oberflächenantigene die mittels  
Durchflusszytometrie bestimmt werden, kann die ALL außerdem immunphäno-
typisch untergliedert werden. Neben der Einteilung in B- und T-Zelllinien-ALL  
werden daher je nach Differenzierungsgrad noch weitere Formen unterschieden 
(Bene et al. 1995) 
Mithilfe moderner Studienprotokolle wie dem AIEOP-BFM ALL 2000 (Flohr et al. 
2008) können heute je nach Autor 80 - 90 % der erkrankten Kinder (Bishop 2009, 
Inaba et al. 2013) langfristig geheilt werden. Obwohl die Überlebensraten in be-
stimmten Subgruppen mit deutlich erhöhtem Risiko (z.B. Säuglinge, Jugendliche 
sowie Patienten mit hohen Leukozytenzahlen, einem Induktionsversagen nach 
Tag 28 oder bestimmten Translokationen wie t(4;11) oder t(9;22)) immer noch 
erheblich niedriger sind, konnten, auch durch die HSZT, im Verlauf der letzten 
Jahrzehnte deutliche Fortschritte verzeichnet werden (Hunger et al. 2012). 
 
2.1.2. Akute myeloische Leukämie 
Die AML macht etwa 20 % aller kindlichen Leukämien aus. Die FAB-Klassifikation 
unterteilt sie anhand ihrer Zellmorphologie und ihrer Zytochemie in die Subgrup-
pen M0 - M7 (Bennett et al. 1985a, Bennett et al. 1985b, Lee et al. 1987).  
Allgemein anerkannte Faktoren für ein erhöhtes Risiko, an einer AML zu erkran-
ken, sind vor allem genetische Syndrome wie Fanconi-Anämie, Bloom-Syndrom 
oder Ataxia teleangiectatica, die jedoch meist sehr seltene Erkrankungen dar-
stellen. Den häufigsten genetischen Risikofaktor stellt das Down-Syndrom  
(Trisomie 21) dar (Puumala et al. 2013). Bei Kindern mit dieser Erkrankung tritt 
hauptsächlich der Subtyp M7 (akute Megakaryoblastenleukämie) auf und sie ha-
ben aufgrund eines guten Ansprechens auf die Chemotherapie eine bessere 
Prognose (Gamis 2005). 
Die Ätiologie der AML bleibt trotz weiterer vermuteter Risikofaktoren jedoch un-
klar. Bekannt ist heute aber, dass verschiedene zytogenetische Veränderungen 
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mit einer unterschiedlich guten Prognose verbunden sind. Dies führte zu der Ein-
teilung in Risikogruppen mit abweichenden Behandlungsstrategien (Manola 
2009). Trotz einiger Kontroversen sind sich die meisten Autoren einig, dass        
Patienten mit den Translokationen t(8;21), t(15;17) sowie der Inversion inv(16) 
ein geringes Rezidivrisiko haben und daher in erster Remission nicht von einer 
Stammzelltransplantation profitieren. Hingegen haben Patienten mit einer Mono-
somie 5, 7 oder Deletion del(5q) sowie auch Patienten mit einem Nachweis von 
> 15 % Leukämiezellen nach der Induktionschemotherapie eine schlechtere 
Prognose (Niethammer et al. 2013). Eine HSZT kann hier Therapie der Wahl 
sein. Insgesamt hat sich die Prognose von Kindern mit AML in den letzten Jahr-
zehnten erheblich verbessert. Über 60 % erreichen heute eine langanhaltende 
Remission (Kaspers und Creutzig 2005). Mithilfe MRD-basierter Behandlungs-
pläne soll die Prognose in Zukunft noch weiter verbessert werden. 
 
2.1.3. Chronische myeloische Leukämie 
Die CML ist bei Kindern relativ selten und macht nur 2 - 3 % aller Leukämien im 
Kindes- und Jugendalter aus. Ihre Inzidenz steigt dabei mit zunehmendem Alter. 
Obwohl sich jüngere Patienten teils mit abweichenden Befunden, wie höheren 
Leukozytenzahlen, präsentieren, kann bei Kindern und Jugendlichen, genau wie 
bei Erwachsenen, zumeist ein Philadelphia-Chromosom mit der Translokation 
t(9;22) und das Fusionsgen BCR-ABL nachgewiesen werden (Cwynarski et al. 
2003, Millot et al. 2005).  
Seit der Einführung des Tyrosin-Kinase-Inhibitors Imatinib hat sich die Prognose 
älterer Menschen mit CML deutlich verbessert. Und auch bei Kindern erzielt diese 
Therapie gute Ergebnisse. Allerdings ist sie wahrscheinlich nicht kurativ und die 
Medikamente müssen meist lebenslang eingenommen werden. Da Kinder eine 
erheblich längere verbleibende Lebenszeit haben, wird die dauerhafte Behand-
lung mit Imatinib trotz geringer Toxizität und Nebenwirkungen daher auch kritisch 
gesehen (Suttorp et al. 2011). Imatinib beeinflusst außerdem das Wachstum der 
Kinder negativ, da es sich neben einer Störung des Knochenwachstums auch auf 
die Wachstumshormonachse auswirkt (Ulmer et al. 2013). Die einzige kurative 
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Therapie bleibt daher voraussichtlich die HSZT, die insbesondere bei schlechtem 
Ansprechen auf die initiale Behandlung mit Tyrosin-Kinase-Inhibitoren empfohlen 
wird (Suttorp et al. 2011). 
 
2.1.4. Myelodysplastische Syndrome und myeloproliferative Erkrankungen 
MDS umfassen verschiedene Erkrankungen der hämatopoetischen Stammzelle. 
Sie sind gekennzeichnet von einer peripheren Zytopenie und einer Knochen-
markdysplasie in mindestens einer Zelllinie. Kindliche MDS unterscheiden sich in 
ihrem Auftreten (meist mehrere Zelllinien betroffen, andere Karyotypen) von MDS 
älterer Menschen und treten bei Kindern und Jugendlichen deutlich seltener      
auf (Taly Glaubach und Lisa J. Robinson 2014). Insgesamt machen MDS und       
myeloproliferative Erkrankungen im Kindesalter jeweils weniger als 5 % der     
malignen hämatologischen Erkrankungen aus (Hasle et al. 2003).  
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) klassifiziert pädiatrische MDS anhand 
des prozentualen Blastenanteils in die am häufigsten auftretende refraktäre      
Zytopenie im Kindesalter (RCC) und high-grade MDS. Letztere lassen sich noch 
einmal unterteilen in die refraktäre Zytopenie mit Blastenvermehrung (RAEB) und 
die RAEB in Transformation (RAEB-T).  
Eine den MDS nahestehende Gruppe stellen die myelodysplastischen/myelo-
proliferativen Neoplasien dar. Diese beinhalten neben der JMML auch die im Kin-
desalter extrem seltene chronische myelomonozytäre Leukämie (CMML) und die 
BCR-ABL-negative CML. Die JMML tritt ausschließlich bei sehr jungen Kindern 
auf und ist unter anderem durch eine Hepatosplenomegalie und ein erhöhtes    
fetales Hämoglobin gekennzeichnet (Dvorak und Loh 2014). Gemeinsam ist all 
diesen Krankheiten die HSZT als einzige kurative Therapie. 
 
2.2. Hämatopoetische Stammzelltransplantation 
Im Jahr 1959 wurde erstmals eine erfolgreiche syngene Transplantation von aus 
dem Knochenmark eines identischen Zwillings gewonnenen hämatopoetischen 
Stammzellen durchgeführt (Thomas et al. 1959). Doch aufgrund fehlender Kennt-
nis über immunologische Vorgänge, die z.B. die Graft-Versus-Host-Erkrankung 
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(GVHD) hervorrufen, sowie fehlende Behandlungsmöglichkeiten von Komplikati-
onen wie Infektionen und Blutungen dauerte es noch einige Jahrzehnte bis die 
Stammzelltransplantation in die klinische Routine integriert werden konnte.  
Generell besteht der Nutzen einer HSZT darin, ein nach myeloablativer Radio- 
oder Chemotherapie zerstörtes Immunsystem durch gesunde eigene oder 
fremde Stammzellen zu ersetzen. Im Falle einer allogenen Fremdspende wird 
der zusätzlich auftretende graft-versus-leukemia- (GVL) Effekt genutzt. Hierbei 
sollen überlebende bösartige Zellen durch die fremden immunkompetenten Zel-
len zerstört werden (Copelan 2006). 
In Deutschland wurde erst 1975 das erste Kind mit einer allogenen Transplanta-
tion eines HLA-identischen Geschwisterspenders behandelt (Niethammer et al. 
2013). Es litt an einer aplastischen Anämie. Im Laufe der Zeit kamen viele weitere 
Indikationen zur Behandlung maligner aber auch nicht maligner Erkrankungen, 
wie Immundefekte oder angeborene Stoffwechselerkrankungen dazu (Tabelle 1). 
Seitdem wurden Konditionierungsregime, Durchführung und die Behandlung von 
Komplikationen immer weiter verbessert, sodass eine bis heute steigende Anzahl 
von Kindern mithilfe aktueller Studienprotokolle (z.B. der Berlin-Frankfurt-Müns-
ter (BFM) Gruppe) geheilt werden können.  
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Tabelle 1 
Maligne Erkrankungen mit Indikationen für eine allogene hämatopoetische 
Stammzelltransplantation (modifiziert nach Copelan et al. (Copelan 2006)) 
 Akute myeloische Leukämie 
 Akute lymphoblastische Leukämie 
 Chronische myeloische Leukämie 
 Myelodysplastische Syndrome 
 Myeloproliferative Erkrankungen 
 Non-Hodgkin-Lymphom 
 Hodgkin-Lymphom 
 Chronische lymphatische Leukämie 
 Multiples Myelom 
 Juvenile chronisch myeloische Leukämie (Anm.: heute juvenile myelo-
monozytäre Leukämie) 
 
2.2.1. Spendersuche und Stammzellquellen 
Eine Stammzelltransplantation kann prinzipiell autolog, also durch Infusion eige-
ner zuvor gesammelter Stammzellen, oder allogen, mithilfe der Stammzellen ei-
nes anderen Individuums erfolgen. Eine Sonderform stellt die schon erwähnte 
syngene Transplantation durch einen genetisch identischen Zwilling dar. Diese 
ist jedoch heute in der Praxis kaum von Relevanz, da hier genauso wie bei der 
autologen Transplantation ein zumeist gewünschter GVL-Effekt ausbleibt.  
Bei der Auswahl eines geeigneten Spenders unterscheidet man zunächst         
zwischen HLA-identischen Geschwistern, die nur in 20 - 25 % vorhanden sind, 
und HLA-kompatiblen Fremdspendern (Niethammer et al. 2013). Die Über-          
lebensraten unterscheiden sich dabei wenig (Horowitz 2012).  
In jüngster Zeit können dank verbesserter Möglichkeiten der Immunsuppression 
auch haploidentische (nur zur Hälfte HLA übereinstimmende) Transplantationen 
mit beispielsweise elterlichen Stammzellen durchgeführt werden (Klingebiel 
2003). Neben der Verwendung von aus dem Beckenknochen (Spina iliaca poste-
rior) gewonnen Knochenmark als Stammzellquelle (Buckner et al. 1984) hat sich 
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in den letzten Jahren zunehmend die Gewinnung von Stammzellen aus dem pe-
ripheren Blut durchgesetzt. Diese werden durch vorherige Gabe des Wachstums-
faktors G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) aus dem Knochenmark 
mobilisiert und können so auf eine für den Spender weniger invasive Weise ent-
nommen werden (Stem Cell Trialists' Collaborative 2005). Ebenfalls möglich ist 
die Nutzung von Nabelschnurvenenblut als Stammzellquelle, da hier keine HLA-
Gleichheit vorliegen muss und dieses schnell zur Verfügung steht, wenn ein pas-
sender Spender fehlt (Gluckman 2000). Aufgrund des geringen Volumens und 
der längeren Rekonstitutionsdauer des Immunsystems wird von dieser Möglich-
keit jedoch seltener Gebrauch gemacht (Copelan 2006).  
Weiterhin werden HSZT anhand ihres Therapieregimes unterschieden. Eine 
Myeloablation soll das gesamte Knochenmark des Empfängers mit dem malig-
nen Zellklon zerstören und außerdem eine Immunsuppression erzielen, die das 
Anwachsen der Spenderzellen erlaubt. Durch ein besseres Verständnis immuno-
logischer Prozesse werden aber bei langsam fortschreitenden Erkrankungen und 
älteren Patienten auch zunehmend Regime mit reduzierter Intensität eingesetzt 
(Shi-Xia et al. 2011). 
 
2.3. Minimale Resterkrankung 
In der Therapie von malignen hämatologischen Erkrankungen spricht man bei 
Erreichen von < 5 % Blasten morphologisch von einer kompletten Remission. 
Diese wird zunächst bei 80 - 90 % aller erkrankten Kinder erreicht. Jedoch ist 
dies keine Garantie, dass der entartete Zellklon zerstört und die Krankheit somit 
geheilt ist. Residuelle maligne Zellen können sich erneut vermehren und zu ei-
nem Rezidiv oder Progress führen. Man spricht hierbei von einer minimalen Rest-
erkrankung (MRD).  
Diese kann mit herkömmlichen morphologischen und zytogenetischen Methoden 
nicht erfasst werden. Quantitative molekulare Techniken können diese Zellen 
heute jedoch mit einer hohen Sensitivität erkennen (10-3 - 10-6) (Justyna 
Jólkowska 2007, van der Velden et al. 2003). Das Ziel der Überwachung einer 
minimalen Resterkrankung ist es, auf ein drohendes Rezidiv möglichst frühzeitig 
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zu reagieren. Denn dieses ist, vor allem nach HSZT, mit einer sehr schlechten 
Prognose verbunden (van den Brink et al. 2010). So führt eine hohe MRD-Last, 
z.B. innerhalb von Studienprotokollen zur Behandlung der ALL, heute zu der Ein-
teilung in eine Hoch-Risikogruppe mit intensiveren Therapieregimen. Patienten, 
bei denen keine MRD nachgewiesen werden kann, können hingegen eine mil-
dere, nebenwirkungsärmere Chemotherapie erhalten. Für die Messung der 
MRD-Last hat sich bei Kindern mit ALL das Immunglobulin- (Ig) und T-Zellrezep-
tor- (TZR) Genrearangement durchgesetzt (Flohr et al. 2008). Doch auch nach 
erfolgter HSZT ist die Kenntnis über die MRD-Last von immenser Bedeutung, da 
durch rechtzeitiges Eingreifen ein Rezidiv auf molekularer Ebene verhindert     
werden kann. Dies ist beispielsweise durch ein frühes Absetzen der Immunsup-
pression oder die Infusion von Spenderlymphozyten (DLI) möglich.  
Geeignet scheint hierbei z.B. die Messung des Spenderchimärismus zu sein.    
So sollten nach Anwachsen des Transplantats 100 % Spenderzellen bei dem         
Patienten, also ein kompletter Spenderchimärismus (CC), nachweisbar sein. Ein 
MC mit dem Nachweis von autologen Empfängerzellen ist dabei mit einem er-
höhten Rezidivrisiko verbunden. Doch die Sensitivität dieser Methode scheint be-
grenzt zu sein (Lange et al. 2011). 
Des Weiteren wurde die Durchflusszytometrie als MRD-Marker evaluiert. Sie 
könnte trotz geringer Sensitivität (Sawada et al. 2009) für bestimmte Fragestel-
lungen, speziell in Kombination mit anderen Markern, geeignet sein (Zhao et al. 
2013). 
Eine besondere Möglichkeit bietet sich bei Patienten, in deren Leukämiezellen 
ganz spezifische Fusionsgene gefunden werden können. Dies ist z.B. bei der 
CML oder Philadelphia-Chromosom-positiven akuten Leukämien mit der Trans-
lokation t(9;22) der Fall. Hier lässt sich das Fusionsgen BCR-ABL, welches sich 
hervorragend für den MRD-Nachweis eignet, PCR-technisch nachweisen. Auch 
bei Patienten mit AML konnten solche Fusionsgene in bestimmten Subgruppen 
gefunden werden. Beispiele hierfür sind PML-RARA, AML1-ETO und CBFB-
MYH11. Bei Patienten, bei denen sich entweder diese Fusionsgene oder das 
sogenannte MLL-Rearrangement nachweisen lassen, können diese als hochspe-
zifischer MRD-Marker eingesetzt werden (Kern et al. 2005). Leider sind solche 
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nur bei 40-50 % der Patienten mit AML vorhanden (Weisser et al. 2005), für alle 
anderen fehlen nach wie vor spezifische Marker. Vor allem bei diesen Patienten 
bietet sich der MRD-Nachweis mittels bei Leukämien universal überexprimierten 
Genen wie dem Wilms-Tumor-Gen 1 an. 
 
2.3.1. Wilms-Tumor-Gen 1 
Das Wilms-Tumor-Gen 1 (WT1) wurde erstmals 1990 von Call et al. isoliert (Call 
et al. 1990) und Mutationen als eine Ursache für die Entstehung des kindlichen 
Nephroblastoms (Wilms-Tumor) identifiziert. WT1 kodiert für einen Transkrip-
tionsfaktor auf Chromosom 11p13, der mithilfe einer Zinkfingerdomäne Zell-
wachstum und Differenzierung beeinflusst (Sugiyama 2001). Hierbei scheint 
WT1 neben der Regulation der Transkription auch an der Prozessierung der RNA 
beteiligt zu sein (Scharnhorst et al. 2001) und dabei sowohl als Tumorsuppressor 
zu wirken, als auch onkogene Funktionen zu erfüllen (Yang et al. 2007).  
Während in nur ca. 10 % der Wilms-Tumoren eine Mutation im WT1 gefunden 
werden konnte (Scharnhorst et al. 2001), wurden heterozygote Mutationen im 
WT1 in über 90 % der Fälle bei Patienten mit WAGR-, Denys-Drash-, und         
Frasier-Syndrom nachgewiesen (Little und Wells 1997). Gemeinsam ist diesen 
Syndromen das Auftreten von Fehlbildungen und Tumoren vor allem im Uroge-
nitaltrakt, welche wohl auf die fehlende Funktion von WT1 zurückzuführen sind. 
In gesunden Zellen scheint die mRNA lediglich während der Embryonalentwick-
lung, in der Niere und in hämatopoetischen Stammzellen exprimiert zu werden. 
Allerdings konnte auch eine starke Überexpression in malignen hämatologischen 
Zellen und soliden Tumoren gezeigt werden (Yang et al. 2007). Ob WT1 als Tu-
morsuppressor oder Onkogen agiert, ist scheinbar abhängig vom Kontext und 
dem Differenzierungsgrad der Zellen. Während es in normalen hämatopoeti-
schen Stammzellen ungehemmtes Wachstum unterdrückt, wirkt es onkogen in 
leukämischen Zellen (Yang et al. 2007).  
Die Erkenntnis, dass WT1 bei akuten Leukämien überexprimiert ist, führte zu der 
Evaluation seiner der Nützlichkeit als MRD-Marker (K Inoue und Nasu 1994). 
Seitdem wurden verschiedene Studien über die Bedeutung der WT1-Expression 
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zu verschiedenen Zeitpunkten maligner hämatologischer Erkrankungen durchge-
führt. Die Ergebnisse unterschieden sich jedoch in Abhängigkeit von der ange-
wendeten Methode, der Diagnose und auch dem Alter der Patienten. Bezüglich 
des Diagnosezeitpunkts beispielsweise fanden Trka et al. (Trka et al. 2002) einen 
negativen Einfluss der WT1-Expression auf die Prognose von Kindern mit AML, 
die Gaiger et al. (Gaiger et al. 1999) bei Kindern mit ALL nicht nachweisen konn-
ten. Im Gegensatz dazu gibt es für die MRD-Überwachung im Verlauf der Erkran-
kung verschiedene Arbeiten, die einen Nutzen speziell bei der AML und auch 
MDS belegen (Bader et al. 2004a, Kern et al. 2005). Dabei wird der Einsatz bei 
der kindlichen ALL kontrovers beurteilt (Boublikova et al. 2006). In letzter Zeit 
wurde vermehrt der Verlauf der WT1-Genexpression bei Erwachsenen mit AML 
und MDS nach erfolgter HSZT untersucht. Auch hier schien WT1 mit einer nega-
tiven Prognose assoziiert zu sein (Wertheim und Bagg 2011, Zhao et al. 2012, 
Pozzi et al. 2013).  
Nur eine Studie beschäftigte sich bisher mit dem prognostischen Einfluss von 
WT1 vor HSZT bei Kindern. Jacobsohn et al. (Jacobsohn et al. 2009) untersuch-
ten hierbei allerdings ausschließlich Kinder mit AML. Generell zeigen die aktuel-
len Forschungsergebnisse einen besonderen Nutzen bei der AML, da WT1 hier 
bei über 90 % der Patienten überexprimiert ist. 
Eine umfassende Bewertung von WT1 bei hämatologischen Erkrankungen im 
Kindesalter vor und nach HSZT steht nach wie vor aus. Deshalb soll in dieser 
Arbeit die Bedeutung der WT1-Genexpression als Marker residueller Leukämie-
zellen mithilfe von im Rahmen der HSZT gewonnenen Patientenproben aus pe-
ripherem Blut und Knochenmark untersucht werden. Hierbei gilt es zu zeigen, 
dass WT1 als universaler MRD-Marker für das frühzeitige Erkennen von Rezidi-
ven nach HSZT geeignet ist. 
 
2.3.2. Chimärismusanalyse 
Die Analyse des Spenderchimärismus in peripherem Blut und Knochenmark des 
Empfängers mittels Short Tandem Repeat (STR) PCRs gehört heute zu einem 
Standardverfahren nach HSZT. Ein gemischter Spenderchimärismus (MC) kann 
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hierbei sowohl durch residuelle Leukämiezellen, als auch durch das Überleben 
normaler hämatopoetischer Zellen des Empfängers bedingt sein (Pulsipher et al. 
2009). Diese wiederum stehen in Verdacht immunkompetente Spenderzellen und 
damit den GVL-Effekt zu hemmen (Roux et al. 1993, Roux et al. 1994). Diese 
Hypothese wird dadurch bekräftigt, dass vor allem zu Anfang ein MC meist durch 
normale hämatopoetische Empfängerzellen hervorgerufen wird. Dieser ist jedoch 
nicht zwingend mit einem Rezidiv assoziiert (Bader et al. 2000). Dennoch kann 
der Abstand zwischen MC-Anstieg und Auftreten eines Rezidivs sehr kurz sein. 
Patienten können dadurch dem Monitoring entgehen. Aufgrund der niedrigen 
Sensitivität von ungefähr einem Prozent und der Tatsache, dass der 
Chimärismus in erster Linie Informationen über das Anwachsen und die Toleranz 
des Transplantats gibt, schlussfolgern Bader et al., dass die Chimärismusanalyse 
lediglich als indirekter MRD-Marker gesehen werden darf (Bader et al. 2008). 
Deshalb wird empfohlen, den Spenderchimärismus bei akuten Leukämien als 
Prognosefaktor zu werten, um für eine Immuntherapie geeignete Patienten zu 
definieren (Bader et al. 2004c, Bader et al. 2004b). Für erwachsene Patienten 
und Kinder mit AML wurde außerdem ein höhere Sensitivität und Spezifität für 
bestimmte Zellpopulationen wie CD33+ und CD34+ Zellen beschrieben (Lange 
et al. 2011, Rettinger et al. 2011). Des Weiteren wird die Chimärismusanalyse 
verwendet, um ein Transplantatversagen zu diagnostizieren, und ist in dieser 
Eigenschaft anderen Markern überlegen, die direkt residuelle maligne Zellen 
nachweisen. 
In der vorliegenden Arbeit soll daher die Nützlichkeit der Analyse des 
Chimärismus zur Rezidivvorhersage mit der der WT1-Expression verglichen 
werden. 
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3. Ziele der Arbeit 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss der WT1-Genexpression vor und nach 
HSZT auf das Auftreten eines Rezidivs, das Ereignis-freie- und das Gesamtüber-
leben der Patienten zu untersuchen. Dazu werden Patientenproben retrospektiv 
auf die Höhe der WT1-Expression untersucht. Diese Proben wurden zwischen 
1992 und 2013 konsekutiv von Patienten der Klinik für Kinder- und Jugendmedi-
zin des Universitätsklinikums Jena aus peripherem Blut und Knochenmark ent-
nommen und anschließend kryokonserviert.  
Hierbei sollen Aussagen über die Nützlichkeit von WT1 als MRD-Marker getrof-
fen werden. Zu diesem Zweck beschäftigt sich die Arbeit einerseits mit dem      
prädiktiven Wert des WT1-Levels vor Beginn der Konditionierung auf das Auftre-
ten eines Rezidivs nach Transplantation. Andererseits soll auch die Bedeutung 
steigender WT1-Werte nach Transplantation untersucht werden. Dabei gilt es 
herauszufinden, ob man ein drohendes Rezidiv auf molekularer Ebene anhand 
von WT1 erkennen kann und wie weit dies vor einem morphologischen Nachweis 
leukämischer Zellen möglich ist.  
Des Weiteren soll die Nützlichkeit von WT1 als MRD-Marker krankheitsspezifisch 
und im Vergleich mit anderen möglichen Markern wie dem Chimärismus bewertet 
werden. Dazu wurden auch Daten des Instituts für Rechtmedizin des Universi-
tätsklinikums Jena, sowie in Studien gewonnene Daten der Klinik für Kinder- und 
Jugendmedizin des Universitätsklinikums Frankfurt verwendet. 
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5. Diskussion 
5.1. WT1-Expression vor HSZT 
Eine HSZT stellt eine sehr intensive und komplikationsreiche Therapieform mit 
kurativer Intention dar. Eine besonders schlechte Prognose hat dabei ein Rezidiv 
nach Transplantation, welches noch immer die häufigste Todesursache nach 
HSZT darstellt (van den Brink et al. 2010). Die 2-Jahres Überlebensraten liegen 
nach einer zweiten Transplantation bei 35 %, ohne diese sind sie deutlich gerin-
ger (Bajwa et al. 2013). Deshalb ist es von essentieller Bedeutung, Patienten mit 
einem besonders hohen Rezidivrisiko herauszufiltern, um diese besonders eng-
maschig kontrollieren oder frühzeitig immuntherapeutisch behandeln zu können 
(Leung et al. 2012).  
Zu diesem Zweck wurde die prognostische Bedeutung der Höhe der WT1-         
Expression vor HSZT untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass diese, als Mar-
ker für die minimale Resterkrankung, einen negativen Einfluss auf das Überleben 
der Patienten nach HSZT hat. Dies stimmt überein mit den Ergebnissen von      
Jacobsohn et al. und Valkova et al., die diesen Zusammenhang schon für Kinder 
(Jacobsohn et al. 2009) bzw. für Erwachsene mit AML beschrieben haben 
(Valkova et al. 2013). Ähnliches berichteten Bader et al. für die durch Ig- und 
TZR-Genrearrangement quantifizierte MRD-Last bei Kindern mit ALL (Bader et 
al. 2002). Trotzdem stellt ein MRD-Nachweis keine Kontraindikation für die 
Durchführung einer Transplantation dar und schließt eine Heilung nicht aus. 
Denn eine weitere Reduktion der MRD-Last ist immer auch mit einer zusätzlichen 
Toxizität verbunden (Leung et al. 2012). Dennoch wird diese von manchen Auto-
ren empfohlen (Balduzzi et al. 2014), wenn die nachgewiesene MRD-Last sehr 
hoch ist. Da wir jedoch eine retrospektive Kohortenstudie durchführten, lassen 
sich keine Aussagen über Vor- und Nachteile solcher Interventionen treffen.  
Mithilfe multivariater Analysen konnte außerdem nachgewiesen werden, dass 
trotz der Einflüsse anderer Faktoren, wie dem Auftreten einer akuten GVHD 
(Grad 2-4) oder dem Krankheitsrisiko (Arndt et al. 2014), in der univariaten Ana-
lyse nur die WT1-Analyse signifikant mit dem Ereignis-freien Überleben korre-
lierte. 
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Des Weiteren stellte sich heraus, dass eine Überwachung der WT1-Expression 
besonders für bestimmte Patientenkollektive geeignet ist. So konnten wir in Ein-
klang mit den Ergebnissen von Boublikova et al. (Boublikova et al. 2006) keine 
durchgängig signifikanten Zusammenhänge von WT1-Expression und Prognose 
bei Kindern mit ALL finden. Glücklicherweise haben sich sowohl bei der ALL mit 
dem Ig- und TZR-Genrearrangement, als auch bei der im Kindesalter sehr selte-
nen CML mit dem BCR-ABL Fusionsgen andere MRD-Marker bewährt.  
Im Gegensatz dazu konnte eine hochsignifikante Korrelation der WT1-Expres-
sion vor Transplantation mit der Rezidivwahrscheinlichkeit und dem Überleben 
von Patienten mit AML und MDS gezeigt werden. Da bei diesen Patienten nur 
vereinzelt spezifische Marker exprimiert werden, kann, wenn solche nicht nach-
weisbar sind, WT1 als universaler Marker verwendet werden (Ross et al. 2004). 
Quellenabhängig ist WT1 schon bei 80-90 % der AML-Patienten zum Diagnose-
zeitpunkt überexprimiert und die Expression im Rezidiv ist zumeist noch höher 
(Ostergaard et al. 2004, Weisser et al. 2005, Boublikova et al. 2006). Da je nach 
FAB-Subtyp unterschiedlich hohe Level zum Diagnosezeitpunkt beschrieben 
wurden (Trka et al. 2002, Rodrigues et al. 2007), empfiehlt es sich aber, die Ex-
pression vor Therapiebeginn zu bestimmen, um einen Wert für die Verlaufskon-
trolle zu haben. 
Bei Patienten mit MDS und kommt der Überwachung der WT1-Expression eine 
essentielle Bedeutung zu, da vor allem vor Transplantation keine anderen 
Prognosemarker zur Verfügung stehen. Wie zuvor für erwachsene Patienten 
beschrieben (Tamaki et al. 1999, Cilloni et al. 2003), korrelierte hierbei die Höhe 
der WT1-Level mit dem Schweregrad des MDS. In unserem Patientenkollektiv 
kam es ausschließlich bei vor Transplantation MRD-positiven Kindern zu einem 
Rezidiv oder zu einem Wiederauftreten der Grunderkrankung. Speziell bei 
Kindern mit JMML, einer aggressiven Erkrankung mit hohen Rezidivraten (in 
diesem Kollektiv 43 %), könnte ein positiver MRD-Nachweis vor Transplantation 
daher zu einer Anpassung des Therapieregimes führen (Dvorak und Loh 2014). 
Aufgrund der Seltenheit dieser Krankheit und der dementsprechend geringen 
Fallzahl von sieben Patienten sind dafür jedoch weitere Studien notwendig. 
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5.2. WT1-Expression nach HSZT 
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit bestand in der konsekutiven Messung 
und Auswertung der Höhe der WT1-Genexpression nach HSZT. Hierbei konnte 
gezeigt werden, dass alle Patienten, die ein Rezidiv nach Transplantation erlitten, 
auch erhöhte WT1-Werte im Rezidiv aufwiesen.  
Dies stimmt überein mit den Beobachtungen anderer Autoren, die eine höhere 
Expression im Rezidiv beschrieben, selbst wenn, wie bei der ALL zum Diagno-
sezeitpunkt, nicht alle Patienten eine Überexpression zeigten (Niegemann et al. 
1999). Obwohl die Ursache dessen wie auch die genauen Wirkungen von WT1 
auf Zellwachstum und Tumorgenese bis heute nicht abschließend geklärt werden 
konnten, so ist es doch ein Indiz dafür, dass WT1 besonders dafür geeignet ist, 
Rezidive nach Transplantation zu erkennen (Scharnhorst et al. 2001). 
Trotzdem bestand über die Nützlichkeit von WT1 bei kindlichen Leukämien in der 
Literatur lange Zeit Uneinigkeit (Elmaagacli et al. 2000, Kletzel et al. 2002, Trka 
et al. 2002, Rodrigues et al. 2007). Jüngere Untersuchungen an erwachsenen 
Patienten mit AML (Candoni et al. 2011, Zhao et al. 2012, Pozzi et al. 2013) sowie 
Patienten mit MDS (Bader et al. 2004a, Cilloni und Saglio 2004) zeigten jedoch 
durchgängig einen Nutzen. 
Es stellte sich heraus, dass ein Anstieg von WT1 nach HSZT sehr spezifisch für 
ein folgendes morphologisches Rezidiv ist. Wohingegen jegliche erhöhte WT1-
Werte nach Rekonstitution zwar weniger spezifisch, dafür aber sensitiver für das 
Auftreten eines Rezidivs waren.  Daher ist es generell empfehlenswert, WT1 im 
Verlauf zu betrachten und auf über den Grenzwert erhöhte Expressionslevel mit, 
beispielsweise wöchentlichen, Kontrollen zu reagieren. Ein solches Verfahren 
muss jedoch im klinischen Alltag evaluiert werden.  
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mit dem Einsatz unterschiedlicher 
Cut-Offs ein MRD-Monitoring nach Transplantation, sowohl im peripheren Blut, 
als auch im Knochenmark, möglich ist. Daher ist es denkbar, die WT1-Expression 
für die Langzeitnachsorge im peripheren Blut zu bestimmen (Malagola et al. 
2014). Speziell Kindern können auf diese Weise unnötige Sedierungen für Kno-
chenmarkpunktion erspart bleiben.  
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Durch die WT1-Analyse waren wir in der Lage, Rezidive bei fast allen malignen 
hämatologischen Erkrankungen vorherzusagen. Lediglich das einzige Rezidiv ei-
nes Patienten mit CML blieb unentdeckt. Trotz unzureichender Aussagekraft we-
gen zu geringer Fallzahlen, lässt sich WT1 für die CML nicht empfehlen, da bei 
dieser Erkrankung die MRD-Analyse mittels BCR-ABL der Goldstandard ist.  
Im Gegensatz dazu ließen sich alle Rezidive von Patienten mit MDS und JMML 
anhand eines WT1-Anstiegs frühzeitig erkennen.  
Bei den Kindern mit akuten Leukämien konnte jeweils nur ein Teil der Rezidive 
vorhergesagt werden. Dies lag zum Teil in zu langen Kontrollintervallen begrün-
det. Trotzdem wurde WT1 speziell bei der Fusionstranskript-negativen AML von 
verschiedenen Studien als geeigneter MRD-Marker eingeschätzt (Christopeit et 
al. 2014) 
Bei der ALL hingegen gehen die Meinungen über die generelle Bedeutung des 
MRD-Monitorings nach HSZT sowie den Einfluss von WT1 im Speziellen ausei-
nander (Imashuku et al. 2003, van der Velden et al. 2003, Justyna Jólkowska 
2007, Bader et al. 2008, Pulsipher et al. 2009, Balduzzi et al. 2014). Während vor 
Transplantation das Ig- und TZR-Genrearrangement als Goldstandard gilt, so er-
schwerte zu Anfang die teilweise stattfindende klonale Evolution nach Transplan-
tation die Primerbindung. In neueren Studien konnte jedoch eine Überlegenheit 
dieser Methode gegenüber WT1 festgestellt werden (Sawada et al. 2009). Da 
WT1 auch in dieser Arbeit nicht bei allen Patienten zur Rezidiverkennung geeig-
net zu sein schien, bleibt dessen Nützlichkeit in diesem Patientenkollektiv daher 
fraglich.  
In Zukunft versprechen neuere Ansätze wie die Analyse der Hypermethylierung 
des alternativen AWT1 Promoters eine eventuell noch spezifischere Prognose 
bei der AML (Guillaumet-Adkins et al. 2014). Neuere Untersuchungen beschrie-
ben außerdem einen Einfluss eines bestimmten Single Nucleotide Polymorphism 
(SNP) im WT1-Gen auf die Prognose von AML-Patienten mit WT1-Überexpres-
sion (Damm et al. 2010, Ho et al. 2014). 
Wie bei zwei unserer Patienten mit AML beschrieben, kann durch rechtzeitige 
immunologische Interventionen wie dem Absetzten der Immunsuppression oder 
der DLI ein morphologisches Rezidiv verhindert werden (Collins et al. 1997). 
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Nachdem herausgefunden wurde, dass WT1-spezifische zytotoxische T-Zellen 
einen GVL-Effekt hervorrufen (Rezvani et al. 2007), konzentrieren sich neue The-
rapieansätze auch auf eine WT1 basierte Immuntherapie (Weber et al. 2009, 
Hashii et al. 2010, Sugiyama 2010, Rein und Chao 2014). 
 
5.2.1. Analyse des Spenderchimärismus 
Ein weiteres Anliegen dieser Arbeit war es, WT1, in Bezug auf die 
Vorhersagewahrscheinlichkeit eines Rezidivs, mit dem Auftreten eines MC zu 
vergleichen. Wie zuvor beschrieben, weist die Chimärismusanalyse lediglich 
residuelle autologe Zellen unabhängig von ihrer Dignität nach und kann daher 
nur als indirekte MRD-Technik gesehen werden.  
Den Erwartungen entsprechend war die Spezifität eines MC-Anstiegs daher auch 
signifikant niedriger als die des WT1-Anstiegs. Hierbei fielen vor allem die 
unterschiedlich langen Intervalle zwischen erstmaligem MRD-Nachweis und dem 
hämatologischem Rezidiv auf. Während steigende WT1-Werte zwar unter-
schiedlich schnell jedoch schlussendlich immer zu einem Rezidiv führten, so 
kann ein MC auch im Rahmen einer Toleranz längerfristig bestehen. Dies zeigte 
sich bei einigen Patienten auch durch einen MC, der dem Anstieg der WT1-
Expression deutlich vorausging. Andererseits ist die Sensitivität der Expressions-
analyse für die Entdeckung residueller maligner Zellen (ca. 10-4) methodisch 
bedingt höher als die der Chimärismusanalyse (ca. 10-2) (K Inoue und Nasu 1994, 
Liesveld und Rothberg 2008). Dadurch lässt sich erklären, warum bei Patienten 
mit zuvor CC, WT1 teilweise drohende Rezidive früher erkennen ließ. Auffällig 
war auch, dass bei beiden Patienten, die lediglich ein molekulares Rezidiv erlitten 
und mithilfe immuntherapeutischer Interventionen eine erneute molekulare 
Remission erreichten, ausschließlich ein WT1-Anstieg, bei zu jedem Zeitpunkt 
100 prozentigem Spenderchimärismus, zu erkennen war.  
Da aber die klinischen Unterschiede in der Sensitivität beider MRD-Marker      
nicht signifikant waren, lässt sich schlussfolgern, dass sich WT1- und 
Chimärismusanalyse in Ihrer Vorhersagekraft eher ergänzen. Ähnliches 
berichteten auch Studien an erwachsenen Patienten mit AML und MDS (Lange 
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et al. 2011, Kwon et al. 2012). Ein umfassender Vergleich beider Marker bei 
pädiatrischen Patienten stand jedoch, trotz zahlreicher Literatur über den Nutzen 
der Chimärismusanalyse, noch aus (Rettinger et al. 2011, Inagaki et al. 2013, 
Willasch et al. 2014).  
Vor allem bei Erwachsenen wird auch eine höhere Sensitivität bei der 
Untersuchung von CD34+ selektionierten Zellen diskutiert. Dies ist allerdings 
nicht nur deutlich aufwendiger sondern unter Umständen bei jüngeren Kindern 
auch durch zu geringe Zellzahlen limitiert (Bornhauser et al. 2009, Lange et al. 
2011). Trotzdem kann durch die Verwendung unselektionierter mononukleärer 
Zellen ein sogenannter Split-Chimärismus, der sich nur in bestimmten Zelllinien 
als gemischt darstellt, übersehen werden (Bader et al. 2005). 
Hervorzuheben ist außerdem noch einmal, dass sich beide Marker, trotz ihrer 
gemeinsamen Eigenschaft Rezidive frühzeitig zu erkennen, grundlegend 
unterscheiden.  
Während WT1 zwar in geringen Mengen auch von normalen hämatopoetischen 
Stammzellen exprimiert wird und die Expression im regenerierenden 
Knochenmark daher schwanken kann (Alonso-Dominguez et al. 2012), so 
konnten wir doch zeigen, dass eine Überexpression relativ spezifisch maligne 
hämatologische Zellen nachweist. Dementsprechend ist es anhand der WT1-
Expression aber auch nicht möglich ein Transplantatversagen zu diagnostizieren, 
solange normale hämatopoetische Zellen vorherrschen. Aufgrund erwähnter 
immunologischer Zusammenhänge besteht in diesem Fall aber trotzdem ein 
erhöhtes Rezidivrisiko.  
Die Chimärismusanalyse hingegen ist einerseits sehr sensitiv für ein 
Transplantatversagen, andererseits ist sie nicht in der Lage, die Dignität 
autologer Signale zu differenzieren. Einen weiteren Spezialfall stellt die 
Spenderzellleukämie dar. Diese seltene Form eines “Rezidivs“, kann zwar 
methodisch bedingt nicht frühzeitig durch die Chimärismusanalyse erkannt 
werden, letztlich kann sie aber nur über den CC überhaupt diagnostiziert werden 
(Wiseman 2011).  
Außerdem wurde von Kwon et al. eine Überlegenheit der WT1-Expression im 
peripheren Blut gegenüber der Chimärismusanalyse bei der Erkennung von 
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extramedullären Rezidiven beschrieben (Kwon et al. 2012). Wegen fehlender 
extramedullärer Rezidive in unserem Patientenkollektiv, ließ sich diese 
Feststellung an dieser Stelle nicht überprüfen.  
Aktuell erscheint jedoch eine Kombination aus WT1- (bzw. Fusionsgen-) 
Expression und Chimärismusanalyse, als am besten für das MRD-Monitoring bei 
Kindern mit AML, MDS und JMML geeignet. 
Außerdem existieren eine Reihe weiterer Ansätze zum MRD-Monitoring bei 
Patienten mit AML. Beispiele hierfür sind Mutationen im Nucleophosmin-Gen 
(NPM1), die bei ca. 60 % der Patienten mit AML und normalem Karyotyp 
gefunden wurden (Kristensen et al. 2011), die „brain and acute leukemia, 
cytoplasmic“-Gen (BAALC) -Expression (Yoon et al. 2013) oder die Expression 
des „preferentially expressed antigen of melanoma“ -Gens (PRAME) (Steinbach 
et al. 2002). Auch die zuvor erwähnte Durchflusszytometrie wurde in anderen 
Studien mit der WT1-Expression verglichen und teilweise als Ergänzung 
empfohlen. Diese alternativen Marker zu untersuchen, war jedoch nicht Teil 
dieser Arbeit. 
 
5.3. Methodik und Limitationen 
Die Entnahme zusätzlichen Patientenmaterials für wissenschaftliche Zwecke 
wurde nur nach Einverständnis und im Rahmen von Routineuntersuchungen 
durchgeführt. Dadurch waren die Proben jedoch manchmal sehr zellarm und es 
konnte nicht ausreichend RNA isoliert werden oder es waren von bestimmten 
Zeitpunkten keine zusätzlichen kryokonservierten Tubes z. B. zur DNA-Isolierung 
für die Chimärismusanalyse verfügbar. Daher sollte in einer zukünftigen prospek-
tiv angelegten Studie sichergestellt werden, dass in angemessen kurzen Zeitin-
tervallen eine ausreichende Menge Patientenmaterial entnommen wird. 
Um die Reinheit unserer Proben zu gewährleisten wurden, neben der Einhaltung 
von Hygienestandards wie dem Tragen und regelmäßigen Wechseln von Einmal-
handschuhen, alle Arbeitsschritte in getrennten Räumen und mit unterschiedli-
chen Pipetten durchgeführt. Eine DNA-Kontamination während der Isolation der 
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RNA wurde durch den Zusatz von Desoxyribonuklease (Qiagen, Hilden, Deutsch-
land) verhindert. Zur weiteren Qualitätskontrolle wurde die Reinheit der RNA mit-
hilfe des Quotienten der spektrometrischen Absorption bei 260 nm und 280 nm 
bestimmt. Außerdem wurde bei der PCR-Analyse neben einer Doppelbestim-
mung auch immer eine Negativkontrolle mitgeführt um eine Kontamination des 
Ansatzes auszuschließen. 
Zur Bestimmung der WT1-Genexpression verwendeten wir eine Real-Time quan-
titative RT-PCR und das ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied 
Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA). Die Methode entsprach dabei wei-
testgehend der von Ogawa et al. und Tamaki et. al. beschriebenen (Ogawa et al. 
2003, Tamaki et al. 2003). Allerdings benutzten wir zur Normalisierung unserer 
WT1-Werte das Haushaltsgen β2-Mikroglobulin, da es, wie von Banda et. al. be-
schrieben, eine bessere Stabilität gegenüber externen Einflüssen bietet als β-
Aktin (Banda et al. 2008). Neuere Methoden benutzen Plasmide anstelle der von 
uns verwendeten Leukämiezelllinie K562 (Cilloni et al. 2009, Willasch et al. 
2009). Trotz der in letzter Zeit standardisierten Verwendung dieser Methode, war 
eine Umstellung in unserer langfristig durchgeführten Single-Center-Studie nicht 
möglich, da die Werte nicht ausreichend korrelierten. Nichtsdestoweniger erhiel-
ten wir mit unserer wissenschaftlich anerkannten Methode aussagekräftige 
Werte. Aufgrund einer im peripheren Blut geringeren Sensitivität der K562-ba-
sierten Methode im Vergleich zu der Verwendung von Plasmiden, konnten wir im 
Gegensatz zu Cilloni et al. bei Patienten in Remission oft keine Expression nach-
weisen. Da diese jedoch weit unter dem Grenzwert lägen, werden falsch positive 
Werte, die keinerlei Konsequenzen hätten, vermieden. Für zukünftige Untersu-
chung ist es trotzdem zu empfehlen, die in unserer Einrichtung ebenfalls etablier-
ten Plasmide zu verwenden, um eine internationale Vergleichbarkeit zu gewähr-
leisten.   
Für die Bestimmung des Chimärismus wurde eine in pädiatrischen Studien     
etablierte semiquantitative singleplex PCR von Short Tandem Repeats durch-   
geführt (Beck et al. 2006). Die Sensitivität dieses Verfahrens liegt methoden-    
bedingt bei ca. 1 %, es wird also eine autologe Zelle in 100 mononukleären Zellen 
entdeckt. Es wurde jedoch beschrieben, dass mit einer höheren Sensitivität zwar 
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meist noch lange nach Transplantation residuelle Empfängerzellen gefunden 
werden, diese jedoch nicht mit einem erhöhten Rezidivrisiko verbunden sind 
(Petit et al. 1994, Liesveld und Rothberg 2008).   
Auf die Chimärismusanalyse aus der für die Rezidivvorhersage spezifischeren 
CD34+ Subpopulation wurde verzichtet, da hierfür, wie zuvor beschrieben, deut-
lich größere Blut- und Knochenmarkproben nötig sind und diese Methode des-
halb für Kinder ungeeignet ist (Bader et al. 2005). 
 
5.4. Ausblick 
Abschließend soll noch ein Überblick über die möglichen Implikationen dieser 
Arbeit und zukünftige Ansätze gegeben werden. 
Generell erhofft man sich durch die Messung der MRD, Rezidive auf molekularer 
Ebene zu erkennen, um so frühzeitig immuntherapeutisch eingreifen zu können. 
Dies erwies sich in Studien nur bei einer geringen Anzahl maligner Zellen als 
sinnvoll (Pulsipher et al. 2009). Das Absetzten der Immunsuppression oder die 
DLI soll hierbei den GVL-Effekt unterstützen und zu einer dauerhaften Remission 
führen. Andererseits kann es auch zu einer verstärkten GVHD kommen, die im 
schlimmsten Fall tödlich enden kann (Roddie und Peggs 2011). Daher ist es 
wichtig, die Patienten die davon profitieren können, sorgfältig auszuwählen. Das 
Gleiche gilt auch für neuere Therapieansätze, die darauf abzielen, einen 
möglichst starken GVL-Effekt bei soweit wie möglich reduzierter GVHD zu 
erzielen (Rezvani 2011). Auch wenn vielleicht in Zukunft im Rahmen einer 
personalisierten Medizin immer häufiger für den malignen Zellklon des 
Individuums spezifische Marker erforscht und verwendet werden, so stellen WT1 
und Chimärismus doch ubiquitär einsetzbare MRD-Marker dar, die für viele 
Patienten momentan die beste Möglichkeit der Überwachung residueller 
maligner Zellen sind (Christopeit et al. 2014). Generell stellen neben der 
Verwendung von Fusionsgenen und Rearrangements auch die Chimärismus-
analyse in angereicherten Zellpopulationen Optionen dar, die Sensitivität der 
MRD-Überwachung zu erhöhen (Boeckx et al. 2002, Bornhauser et al. 2009).  
Um die Effektivität der Rezidivvorhersage der in dieser Arbeit beschriebenen 
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Methode noch besser bewerten zu können, wäre es denkbar, ein prospektive 
Interventionsstudie in einem geeigneten Patientenkollektiv durchzuführen. 
Hierbei sollten ausschließlich Patienten ohne spezifischere Alternativmarker 
eingeschlossen werden. Parallel zu der zumeist routinemäßig durchgeführten 
Chimärismusanalyse müssen dann in engen Abständen WT1-Kontrollen nach 
Transplantation durchgeführt werden, da Anstiege auch nach sehr kurzen 
Intervallen zu einem Rezidiv führen können.  
Diese Arbeit konnte zeigen, dass dafür Proben aus peripherem Blut mindestens 
genauso gut geeignet sind wie Proben aus Knochenmark. In Anlehnung an das 
von Bader et al. beschriebene Interventionsschema könnten steigende WT1-
Werte dann ebenfalls zu einer Immuntherapie führen (Bader et al. 2005). 
Ergänzend dazu sollte jedoch auch der WT1-Wert vor HSZT in die Entscheidung 
einbezogen werden, da dieser signifikant mit dem Rezidiv-freien- und Gesamt-
überleben korreliert. Daher ist vor allem bei vor Transplantation MRD-positiven 
Patienten ein frühzeitiges Absetzten der Immunsuppression oder eine DLI in 
Erwägung zu ziehen, sobald steigente WT1-Level gemessen werden. 
Nur durch solch eine prospektive Untersuchung lässt sich abschließend klären, 
ob eine Analyse der WT1-Genexpression zusätzlich zu der Bestimmung des 
Spenderchimärismus das Langzeitüberleben von Kindern mit malignen hämato-
logischen Erkrankungen nach HSZT verbessern kann. 
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6. Schlussfolgerungen 
In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde ein Kollektiv, bestehend aus 148 
Patienten mit allen im Kindesalter auftretenden maligen hämatologischen 
Erkrankungen, retrospektiv untersucht. Die Arbeit beschäftigte sich mit dem 
peritransplantären Einfluss der WT1-Genexpression auf das Auftreten von 
Rezidiven sowie das Überleben von Kindern mit ALL, AML, CML, JMML und 
MDS. Abschließend können folgende Schlüsse gezogen werden: 
 
Die Höhe der WT1-Expression in peripherem Blut und Knochenmark vor HSZT 
korreliert bei Kindern mit AML und MDS signifikant mit der Rezidivhäufigkeit und 
dem Gesamtüberleben. Sie eignet sich daher als prognostischer Marker. 
 
Nach HSZT sollten WT1- und Chimärismusbestimmung zum MRD-Monitoring 
kombiniert angewandt werden, da sich auf die Weise die Sensitivität erhöhen 
lässt.  
Gleichzeitig sollte die MRD-Bestimmung langfristig in regelmäßigen Intervallen 
durchgeführt werden.  
 
Insofern keine spezifischen Fusionsgene oder Rearrangements vorhanden sind, 
kann WT1 bei Kindern mit AML als MRD-Marker verwendet werden. 
 
Zur MRD-Überwachung nach HSZT bei Kindern mit MDS und JMML sollte WT1 
momentan als Standard angesehen werden. 
 
Bei Kindern mit ALL ist vermutlich die Untersuchung des Ig- und TZR-
Genrearrangement der WT1-Expression überlegen, da WT1 keine ausreichende 
Sensitivität zeigte. 
 
Für Patienten mit CML ist das MRD-Monitoring anhand des spezifischeren 
Fusionsgens BCR-ABL zu bevorzugen. 
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Prospektive Studien mit ähnlich großen Fallzahlen sind erforderlich, um die 
Nützlichkeit von WT1 und Chimärismus für die Entscheidungsfindung über 
immuntherapeutische Interventionen weiter evaluieren zu können.  
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